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Neuroborelioza se mo`e manifestirati razli~itim neurolo{kim poreme}ajima ko-
je uzrokuju bakterije Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.). Klini~ke mani-
festacije neuroborelioze nisu patognomoni~ne. Etiolo{ka dijagnoza neurobore-
lioze uglavnom se temelji na serolo{kim testovima i odre|ivanju specifi~nih
protutijela za B. burgdorferi s.l. u likvoru. Fenotipske razlike vrsta B. burgdor-
feri s.l., razlike u njihovoj antigenoj strukturi, zemljopisnoj rasprostranjenosti te
sposobnosti bolesnika za u~inkovitu imunoreakciju odre|uju specifi~ni hu-
moralni odgovor. U dijelu bolesnika s neuroboreliozom protutijela se sinte-
tiziraju samo intratekalno. Stoga je neophodno istovremeno testirati serum i
likvor te odrediti indeks protutijela likvor/serum. U ovom radu analizirani su
rezultati serolo{ke dijagnostike 28 bolesnika s klini~kom dijagnozom neuro-
borelioze. Specifi~na protutijela IgM i IgG za B. burgdorferi s.l. odre|ena su u
serumu i likvoru rekombinantnim neizravnim imunoenzimskim testom
(rELISA; Biomedica, Wien, Austria) te ELISAmetodom »hvatanja« (engl. cap-
ture) za procjenu intratekalnih protutijela odre|ivanjem indeksa protutijela
(cELISA; IDEIA Lyme Neuroborreliosis, Dako, Denmark). Svi reaktivni rezul-
tati u serumu potvr|eni su metodom Western blot (WB; Mikrogen, Germany or
DPC Biermann GmbH, Germany). Specifi~ni indeks protutijela u cELISA
definiran je prema preporuci proizvo|a~a. Intratekalna protutijela za B.
burgdorferi s.l. dokazana su u 11 od 28 (39,3%) pacijenata pomo}u cELISAi in-
deksa protutijela likvor/serum. Detektabilna protutijela u likvoru primjenom
rELISA na|ena su u 21 od 28 (75%) pacijenata. U 19 od 28 (67,9%) pacijenata
rezultati rELISA potvr|eni su metodom WB. Sve serolo{ke rezultate treba in-
terpretirati u skladu s klini~kim i epidemiolo{kim podacima i koristiti ih za
potvrdu klini~ke dijagnoze, budu}i da serolo{ki testovi za dokazivanje protuti-
jela za B. burgdorferi nisu jo{ standardizirani.
Difficulties in neuroborreliosis diagnostics
Scientific article
Neuroborreliosis includes a variety of neurological disorders caused by
Borrelia burgdorferi sensu lato. Clinical manifestation of neuroborreliosis is
not pathognomonic. The etiological diagnosis is based mainly on serological
tests and determination of specific anti-B. burgdorferi antibodies in cere-
brospinal fluid (CSF). Specific antibodies response is influenced by phenotypic
differences among B. burgdorferi species, different antigenic structure, their
different geographic spreading, and patient's possibility to react to infection. In
some patients with neuroborreliosis antibodies could be produced only intrathe-
cally. Therefore, it is always necessary to test serum and CSF simultaneously
and determine the CSF/serum antibody index. In our study serological results of
28 patients with clinical diagnosis of neuroborreliosis were analyzed. Serum
and CSF anti-B.burgdorferi IgM and IgG antibodies were determined by re-
combinant indirect ELISA (rELISA; Biomedica, Wien, Austria) and capture
ELISA for intrathecal antibody synthesis detection by CSF/serum antibody in-
dex determination (cELISA; IDEIA Lyme Neuroborreliosis, Dako, Denmark).
All sera positive results were confirmed by Western blot (WB; Mikrogen,
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ili meningoencefalitis. Ako je o{te}enje sredi{njeg ili peri-
fernog ̀ iv~anog sustava prisutno 6 mjeseci ili dulje nakon
borelijske infekcije radi se o kasnoj neuroboreliozi. Kasna
neuroborelioza razvija se izrazito rijetko, a mo`e se poja-
viti kao kroni~ni borelijski limfocitni meningitis i kro-
ni~ni borelijski encefalomijelitis te periferna neuropatija
uz naj~e{}e acrodermatitis chronica atrophicans. U likvo-
ru se nalazi limfocitna pleocitoza i intratekalna sinteza
borelijskih protutijela, a mogu}e je borelije dokazati i kul-
tiviranjem likvora na posebnim hranili{tima [6, 7].
Etiolo{ka dijagnoza neuroborelioze temelji se na sero-
lo{kim testovima i odre|ivanju protutijela za B. burgdor-
feri s.l. u likvoru [8, 9, 10]. Specifi~ni humoralni odgovor
odre|uju fenotipske osobitosti borelija, razlike u njihovoj
antigenoj strukturi, zemljopisnoj rasprostranjenosti te
sposobnosti doma}ina za u~inkovitu imunoreakciju [11].
U dijela bolesnika s neuroboreliozom stvaraju se samo in-
tratekalna protutijela. Neophodno je pravilno procijeniti
porijeklo likvorskih protutijela. Za procjenu se odre|uje
indeks protutijela (engl. antibody index; AI) odnosno
odnos koli~ina protutijela izme|u istovremeno oduzetog
likvora i seruma [10]. Iz likvora i seruma treba istovre-
meno odrediti specifi~na protutijela i ukupne imunoglo-
buline ili tzv. »surogat« protutijela (ubikvitarno prisutna
protutijela u zdravih). Uspore|uje se omjer determiniranih
specifi~nih protutijela u likvoru i serumu i omjer ukupnih
imunoglobulina ili protutijela za ubikvitarnog uzro~nika
na|enih u istim uzorcima likvora i seruma. Zdrave osobe
imaju indeks protutijela od 0,5–1,5. Zna~ajan nalaz za
potvrdu intratekalne sinteze protutijela je vrijednost in-
deksa ve}a od 2. Za definiranje likvorskih protutijela za
borelije koja su determinirana klasi~nim serolo{kim po-
stupcima, komercijalno je dostupan test koji uklju~uje is-
tovremeno testiranje likvora i seruma i omogu}uje procje-
nu zna~ajnosti intratekalne proizvodnje prera~unavnjem
AI prema naputku proizvo|a~a (IDEIA Lyme Neurobor-
reliosis, Dako, Denmark). Osnovno je ipak da se svaki
nalaz interpretira u skladu s klini~kom slikom.
Cilj ovog istra`ivanja bio je prikazati razli~itosti sero-
lo{kog odgovora u bolesnika s klini~kom dijagnozom
neuroborelioze te ukazati na mogu}e pote{ko}e u inter-
pretaciji rezultata serolo{kih testova.
Materijali metode
Istra`ivanje je provedeno u Odsjeku za serolo{ku di-
jagnostiku Klinike za infektivne bolesti »Dr. Fran Miha-
ljevi}« u Zagrebu. U istra`ivanje je uklju~eno 28 pacije-
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Uvod
Neuroborelioza se mo`e manifestirati razli~itim neu-
rolo{kim poreme}ajima koje uzrokuju veoma pokretne
spirohete iz roda Borrelia [1]. Prema homologiji DNA
borelije su svrstane u 12 vrsta. Bolesti u ljudi naj~e{}e su
povezane s 3 vrste borelija: Borrelia afzelii, B. garinii i B.
burgdorferi sensu stricto (»u u`em smislu«), koje zajed-
ni~ki nazivamo Borrelia burgdorferi sensu lato (»u {irem
smislu«) [2, 3]. Opisi bolesti uzrokovanih drugim vrstama
borelija (B. bisettii, B. lusitaniae i B. spielmanii) su rijetki.
Nije poznato uzrokuju li vrste B. valaisiana, B. japonica,
B. sinica, B. tanukii, B. turdi i B. andersonii bolesti u ljudi.
U Europi nalazimo sve za ~ovjeka patogene vrste, za raz-
liku od Sjeverne Amerike gdje je jedina patogena vrsta B.
burgdorferi sensu stricto. U Aziji se nalaze za ~ovjeka
patogene B. afzelii i B. garinii [4].
Prirodni rezervoari borelija su brojne doma}e i divlje
`ivotinje, posebice mali glodavci i ptice. Prijenos s jedne
`ivotinjske vrste na drugu osiguravaju krpelji iz roda
Ixodes. Razli~ite vrste krpelja obitavaju na razli~itim ge-
ografskim podru~jima, {to je povezano s ra{ireno{}u vrsta
borelija. U Europi najva`niju ulogu u {irenju humanih in-
fekcija ima krpelj Ixodes ricinus koji parazitira i na ~ovje-
ku. U Sjevernoj Americi se nalaze druge vrste krpelja I.
pacificus i I. scapularis, dok u Aziji prevladava I. persul-
catus [4].
Sojevi B. burgdorferi sensu lato su geneti~ki varijabil-
ni. Borrelia spp. ima vrlo mali bakterijski genom (910 kb),
ali i devet cirkularnih plazmida kao i 12 linearnih plazmi-
da [5]. B. burgdorferi sensu lato sastoji se od stotinjak ra-
zli~itih proteina veli~ine 15 do 110 kD ~ije antigenske de-
terminante poti~u nastanak specifi~nih protutijela. Hete-
rogenost antigenskih determinanti, a time i sintetiziranih
protutijela od posebnog je zna~enja za serolo{ke testove
{to uvelike ote`ava standardizaciju metoda [2, 4].
Klini~ke manifestacije neuroborelioze nisu patogno-
moni~ne. Neuroborelioza mo`e zahvatiti sredi{nji i peri-
ferni `iv~ani sustav. Manifestirati se mo`e kao rana i kas-
na neuroborelioza. Naj~e{}a klini~ka slika rane neuro-
borelioze je meningoradikuloneuritis (Garin-Bijadoux-
Bannwarthov sindrom), kasnije s perifernom neuropati-
jom i ~esto pridru`enim acrodermatitis chronica atrophi-
cans. Garin-Bijadoux-Bannwarthov sindrom se naj~e{}e
javlja unutar oko 4 mjeseca nakon uboda krpelja iako
ponekad mogu jo{ biti prisutne ko`ne manifestacije ery-
thema migrans. Rana neuroborelioza mo`e se manifesti-
rati i kao o{te}enje perifernih `ivaca i serozni meningitis
Germany or DPC Biermann GmbH, Germany). The specific an-
tibody index in cELISA was calculated as defined by manufac-
turer. 11/28 (39,3%) patients had proved intrathecal antibodies
to B. burgdorferi by cELISA antibody index. 21/28 (75,0 %) pa-
tients had significant CSF antibody titre by rELISA. 19/28
(67,9 %) patients had confirmed rELISA results by WB. All
serological results should be interpreted according to clinical
and epidemiological data and used to confirm the clinical diag-
nosis, while serologic assays for anti-B. burgdorferi antibodies
have not been standardized yet.
Pote{ko}e u dijagnostici neuroborelioze
nata s klini~kom dijagnozom neuroborelioze (10 ̀ ena i 18
mu{karaca).
Specifi~na protutijela IgM i IgG za B. burgdorferi
odre|ena su u istovremeno oduzetim uzorcima seruma i
likvora rekombinantnim indirektnim imunoenzimskim
testom (rELISA, Biomedica, Wien, Austria). Svi pozitivni
rezultati rELISA potvr|eni su metodom Western blot
(WB; Mikrogen, Germany ili DPC Biermann GmbH,
Germany). Likvori s reaktivnim protutijelima dodatno su
testirani zajedno sa istovremeno oduzetim serumima
ELISA metodom »hvatanja« specifi~nih protutijela (engl.
capture; cELISA; IDEIA Lyme Neuroborreliosis, Dako,
Denmark). Specifi~ni indeks protutijela (AI) definiran je
prema preporuci proizvo|a~a cELISA kao omjer izmje-
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renih opti~kih gusto}a vezanih protutijela iz likvora i seru-
ma (OD; engl. optical density):
AI=OD(CSF)/OD(serum) × [OD(CSF) – OD(serum)]
Vrijednosti AI 0,3 i ve}e smatrane su potvrdnima za
intratekalnu proizvodnju protutijela za borelije.
Rezultati
Rezultati serolo{ke obrade pacijenata distribuiranih
prema klini~kim uputnim dijagnozama u kojim se diferen-
cijalno-dijagnosti~ki radilo o neuroboreliozi prikazani su
u tablici 1. Detektabilna protutijela u likvoru metodom
rELISA na|ena su u 21 od 28 (75%) pacijenata. Intrate-
Tablica 1. Rezultati serolo{ke obrade 28 bolesnika s klini~kom dijagnozom neuroborelioze
Table 1. Serological results in 28 patients with neuroborreliosis clinical diagnosis
* Titar protutijela odre|en rELISAi izra`en u jedinicama BBU: 1,0–9,0 BBU=negativno; 9,1–10,9 BBU=grani~no; >/=11,0 BBU=pozitivno
Reaktivna protutijela u likvoru = 5,0 BBU


















































































































































































































































































































kalna specifi~na protutijela za B. burgdorferi potvr|ena su
u 11 od 28 pacijenata (39,3 %) pomo}u cELISA indeksa
protutijela (Tablica 1). Me|u njima 4 je imalo uputnu di-
jagnozu neuroborelioze, 4 pareze li~nog `ivca, a po jedan
je imao dijagnozu lezije radikularnog `ivca L2–L4,
meningoencefalitisa i cerebelitisa. WB je napravljen za
sve reaktivne rezultate iz rELISA seruma. Rezultati
rELISA potvr|eni su metodom WB u 19 od 28 (67,9 %)
pacijenata. U jednog pacijenta s pozitivnim nalazom li-
kvorskih protutijela u rELISA i cELISA WB je ostao
nereaktivan.
Prema rezultatima serolo{ke obrade i pozitivnim
nalazima pacijenti su pokazivali 9 razli~itih kombinacija
imunolo{kog odgovora {to je prikazano u tablici 2. Neuro-
borelioza je potvr|ena u 8 pacijenata u kojih su svi testovi
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bili pozitivni, te u 3 s dokazom intratekalne produkcije
protutijela za borelije. U 6 se nije moglo dokazati intra-
tekalnu sintezu iako su borelijska protutijela bila u likvoru
reaktivna metodom rELISA.
Izme|u 28 ispitanika 64 % su bili mu{karci. Intrate-
kalna sinteza potvr|ena je u 2 `ene i 9 mu{karaca. Iako se
radi o malom uzorku zanimljivo je da je u dje~joj dobi
(6–10 godina) bilo 6 dje~aka i ni jedna djevoj~ica. Ostale
dobne skupine su bile jednakomjerno zastupljene prema
dobi (Slika 1).
Diskusija
Dijagnoza neuroborelioze temelji se na klini~kim i
epidemiolo{kim podacima, ali treba biti potvr|ena valja-
nim dijagnosti~kim testovima. Metode za dokazivanje
borelija mogu se podijeliti na izravne i neizravne. Izravne
dijagnosti~ke metode uklju~uju uzgoj bakterije u hrani-
li{tu, dokazivanje genoma bakterije kao i imunohisto-
kemijsko dokazivanje borelija u tkivu. U neizravne meto-
de dokazivanja borelijske infekcije ubrajamo odre|ivanje
specifi~nih protutijela kao i dokazivanje aktiviranih T-
-limfocita [4, 8–12].
Uzgoj borelija na hranili{tu (tzv. kultivacija) najbolji
je dokaz infekcije, posebice u bolesnika s netipi~nom kli-
ni~kom prezentacijom i u bolesnika kod kojih ne nastaje
specifi~na humoralna imunoreakcija. Me|utim, kultivaci-
ja je tehni~ki zahtjevna i dugotrajna metoda te se primje-
njuje samo u posebno opremljenim laboratorijima [12].
Stoga se danas u rutinskoj dijagnostici kao potvrda kli-
ni~ke dijagnoze neuroborelioze koristi detekcija speci-
























pozitivno pozitivno pozitivno negativno negativno pozitivno negativno pozitivno pozitivno
IgM/IgG WB pozitivno pozitivno negativno pozitivno pozitivno negativno negativno pozitivno negativno
AI* (cELISA)
Neuroborreliosis pozitivno negativno negativno negativno pozitivno pozitivno negativno pozitivno negativno
Broj
pacijenata 8 (28 %) 6 (20 %) 4 (14 %) 3 (11 %) 1 (4 %) 1 (4 %) 3 (11 %) 1 (4 %) 1 (4 %)
Tablica 2. Razli~itost u serolo{kim nalazima u pacijenata s klini~ki vjerojatnom neuroboreliozom
Table 2. Variability of serological findings in patients with clinically probable neuroborreliosis
Slika 1. Raspodjela pacijenata prema dobi i spolu
Picture 1. Distribution of patients according to age and gender
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fi~nih protutijela razreda IgM i IgG na razli~ite borelijske
antigene. U pacijenata s klini~kom dijagnozom neuro-
borelioze potrebno je istovremeno detektirati protutijela
specifi~na za B. burgdorferi s.l. u serumu i likvoru te pro-
cijeniti zna~enje nalaza likvorskih protutijela [10].
Odre|ivanje specifi~nih protutijela u likvoru je klju~no za
one bolesnike kod kojih se sintetiziraju samo intratekalna
ali ne i serumska protutijela. Razli~ite antigenske kompo-
nente borelija povezane s borelijskim fenotipom i ra{i-
reno{}u u prirodi ovisno o geografskom podru~ju uvjetuju
nastanak specifi~nog imunosnog odgovora. Stvaranje
protutijela ovisi i o sposobnosti doma}ina za u~inkovitu
imunoreakciju. Heterogenost humoralne specifi~ne imu-
noreakcije u serumu i likvoru kao i rezultata razli~itih
serolo{kih testova pokazana je i u na{ih ispitanika [6].
Dijagnosti~ka vrijednost serologije ovisi o individual-
noj sintezi protutijela u zara`enom doma}inu tijekom in-
fekcije i bolesti, ali i o kvaliteti primijenjenih serolo{kih
testova [13]. Serolo{ki testovi za detekciju protutijela
specifi~nih za B. burgdorferi jo{ nisu standardizirani i
potrebno ih je interpretirati u kontekstu dostupnih epi-
demiolo{kih i klini~kih podataka. Primjerice, Kaiser i
suradnici [14] su analizirali la`no negativne rezultate
serolo{kog testiranja seruma i likvora u 79 bolesnika s kli-
ni~kom dijagnozom neuroborelioze primjenom testova s
antigenima iz samo jednog soja B. burgdorferi s.l. (B.
burgdorferi s.s. BbZ160, B. garinii Bbii50 i B. afzelii
PKO). Rezultati tog istra`ivanja jasno su pokazali da
primjenom testova koji se temelje na antigenima samo
jednog soja borelija postoji ve}a mogu}nost pojave la`no
negativnih rezultata u po~etnoj fazi klini~ke prezentacije
neuroborelioze. Protutijela se mogu stvarati sporo {to
tako|er mo`e biti razlog la`no negativnog rezultata. Stoga
je neophodno za potvrdu dijagnoze uzeti i testirati parne
uzorke seruma i likvora u razmaku od oko 4–6 tjedana.
Molekularne metode, posebice PCR u realnom vre-
menu mogu se primijeniti za detekciju, direktnu genotipi-
zaciju i taksonomsku klasifikaciju B. burgdorferi s.l. ali
nisu dio rutinske dijagnostike neuroborelioze. Primjerice,
Gooskens i sur. (15) su razvili PCR u realnom vremenu
koji se temelji na detekciji ospA gena B. burgdorferi s.s.,
B. garinii, B. afzelii i B. valaisiana vrlo visoke osjet-
ljivosti (1–10 fg Borrelia DNK odnosno 1–5 spiroheta).
Me|utim, primjenom PCR-a u realnom vremenu detekti-
rali su B. burgdorferi s.l. samo u 50 % bolesnika s neuro-
boreliozom. Jedan od najva`nijih preduvjeta za mogu}u
primjenu molekularnih metoda u rutinskoj dijagnostici
neuroborelioze bit }e usagla{avanje oko ciljne sekvence
genoma koja }e biti odabrana za amplifikaciju. 
U lije~enju neuroborelioze preporu~a se provo|enje
parenteralne terapije 2 do 4 tjedna antibioticima koji do-
bro prolaze kroz krvno-mo`danu membranu i dosi`u vi-
soke koncentracije u sredi{njem `iv~anom sustavu. Iz-
nimno se kod pacijenata s parezom li~nog ̀ ivca kod kojih
nema patolo{kog nalaza u likvoru lije~enje mo`e provodi-
ti peroralnom terapijom. U~inkovitost lije~enja se pro-
cjenjuje oporavkom neurolo{kog statusa te normalizaci-
jom pleocitoze u likvoru. Serumska i intratekalna protuti-
jela ~esto dugo perzistiraju u bolesnika te se za pra}enje
uspjeha lije~enja njihovo daljnje odre|ivanje ne prepo-
ru~uje [16–18].
U zaklju~ku `elimo istaknuti da niti jedan pozitivni
serolo{ki test nije sam za sebe pokazatelj aktivnosti
bolesti, bez obzira na visinu razine protutijela. Prisutnost
reaktivnih protutijela u serolo{kim testovima nije dostatna
za postavljanje dijagnoze ako ne postoje jasni klini~ki
simptomi neuroborelioze. Serolo{ka dijagnostika neuro-
borelioze obvezno uklju~uje istovremenu detekciju speci-
fi~nih protutijela u serumu i likvoru te procjenu intra-
tekalne sinteze odre|ivanjem indeksa protutijela.
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